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Abstract 
Embryonic Stem Cells (ESC) are pluripotent stem cells which has the ablility to self renew and differentiate 
into form all cells in the body. Inner Cell Mass (ICM) as a source of ESC that can be obtained from blastocyst 
stage of embryos. Isolation can be done by several methods such as mechanical, enzymatic and immunosurgery. 
This study aimed to observe the effectiveness of usage immunosurgery method to obtain the ICM from the 
blastocyst stage of embryo. Blastocyst stage of embryos were obtained from a strain of Swiss Webster female 
mice that had been stimulated using pregnant mare 's gonadotropin (PMSG) and human chorionic 
gonadotropin (hCG). Inner Cell Mass (ICM) were cultured and observed of the attachment level (attachment 
rate/AR), the rate of primary colony formation (primary colony/PC) and the morphology of ESC line. The 
results showed that the ICM were isolated using methods immunosurgery have AR and PC respectively 78,57% 
and 71,00%. Embryonic Stem Cell (ESC) can differentiate after several passages by forming embryoid body 
(EB). This study shows that immunosurgery is an effective method for producing ESC line from mice embryos of 
blatocyst stage. 
 
Key words: Blastocyst, Inner cell mass, ICM, ESC  
 
Abstrak 
Embryonic Stem Cell (ESC) merupakan sumber stem cell yang bersifat pluripoten, yaitu sel yang mampu 
membelah dan berdiferensiasi menjadi semua tipe sel di dalam tubuh. Inner Cell Mass (ICM) sebagai sumber 
ESC dapat diperoleh dari embrio tahap blastosis. Isolasi ICM dapat dilakukan dengan beberapa metode seperti 
mekanik, enzimatik dan immunosurgery. Penelitian ini bertujuan mengamati efektifitas penggunanaan metode 
immunosurgery untuk memperoleh ICM dari embrio tahap blastosis. Embrio tahap blastosis  diperoleh dari 
mencit betina strain Swiss Webster yang telah distimulasi menggunakan pregnant mare’s gonadotropin (PMSG) 
dan human chorionic gonadotropin (hCG). Inner Cell Mass (ICM) dikultur dan dilakukan pengamatan terhadap 
tingkat perlekatan ICM (attachment rate/AR) serta tingkat pembentukan koloni primer ESC (primary 
colony/PC) serta morfologi ESC line yang terbentuk. Hasil menunjukkan bahwa ICM yang diisolasi 
menggunakan metode immunosurgery memiliki AR dan PC masing-masing 78,57% dan 71,00%. Embryonic 
Stem Cell (ESC) dapat mengalami diferensiasi setelah beberapa pasase dengan membentuk embryoid body (EB). 
Penelitian ini menunjukkan bahwa metode immunosurgery merupakan metode yang efektif untuk memproduksi 
ESC line dari embrio mencit tahap blatosis. 
 
Kata kunci : Blastosis, Inner cell mass, ICM, ESC 
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Pendahuluan 
Embryonic Stem Cell (ESC) 
merupakan sumber sel punca (stem cell) 
yang bersifat pluripotensi. Kemampuan 
ESC berdiferensiasi menjadi berbagai tipe 
merupakan potensi sangat besar untuk 
dapat dimanfaatkan sebagai sumber terapi 
sel, sel diagnostik dan mempelajari 
perkembangan embriogenesis.
1,2 
Namun 
sumber untuk memperoleh ESC  sangat 
terbatas, sehingga memotivasi 
pengembangan metode dalam 
memproduksi ESC.   
Embryonic Stem Cell (ESC) dapat 
diperoleh dari isolasi dan kultur inner cell 
mass (ICM) embrio tahap blastosis. 
Metode isolasi yang digunakan untuk 
mendapatkan ICM dapat dilakukan secara 
mekanik menggunakan jarum dan laser, 
serta enzimatik dan immunosurgery.
i,ii 
Pada metode mekanik dibutuhkan jarum 
syring dan micro-dissection atau laser, 
sedangkan metode immunosurgery atau 
enzimatik membutuhkan antiserum,  
komplemen serta tripsin untuk 
mendapatkan ICM.
3,5 
Meskipun 
keberhasilan isolasi ICM dengan metode 
mekanik dengan micro-dissection lebih 
tinggi, metode ini tidak dapat dilakukan 
oleh setiap laboratorium mengingat 
peralatan mikromanipulator yang mahal 
dan operator yang menguasai alat tersebut 
harus tersedia. Pada metode enzimatik dan 
immunosurgery merupakan metode yang 
lebih mudah sehingga dapat menjadi 
pilihan yang tepat.
6,7
 
Metode immunosurgery untuk isolasi 
ICM dan memperoleh ESC line telah 
dilakukan pada embrio manusia maupun 
hewan. Metode ini mempunyai beberapa 
kelebihan dibandingkan dengan metode 
lain. Namun keberhasilan isolasi ICM dan 
produksi ESC line tidak hanya tergantung 
pada metode isolasi yang digunakan tetapi 
juga kualitas embrio blastosis yang 
menjadi sumber ICM serta kondisi kultur 
in vitro yang perlu diperhatikan.
3,6
  
Isolasi dengan metode immunosurgery 
dan mekanik dapat digunakan untuk 
memproduksi ESC line dengan 
keberhasilan yang tinggi jika kualitas 
embrio tahap blastosis merupakan kualitas 
yang baik.
 6,7
 Metode immunosurgery telah 
dilakukan dengan tujuan mengamati 
diferensiasi sel ICM, saat ini metode 
tersebut digunakan untuk memperoleh 
ICM sebagai sumber ESC line.
8
 Metode 
immunosurgery banyak digunakan untuk 
produksi ESC line karena metode ini lebih 
mudah dan efektif untuk memperoleh ICM 
dari embrio blastosis dengan jumlah yang 
banyak.
3 
Penggunaan metode tersebut sudah 
dilakukan pada berbagai spesies embrio, 
mengingat setiap spesies embrio memiliki 
karakteristik yang berbeda-beda maka 
perlu dilihat efektifitas metode tersebut 
pada embrio hewan coba seperti embrio 
mencit. Oleh sebab itu penelitian ini akan 
menganalisis efektifitas metode 
immunosurgery dengan mengamati per-
kembangan ICM yang diperoleh dari 
embrio blastosis mencit menjadi ESC line 
serta kualitas ESC line yang terbentuk.   
 
Metode 
 
Tempat dan Waktu Penelitian 
Penelitian dilakukan di Laboratorium 
Stem Cell Pusat Teknologi Dasar 
Kesehatan Badan Penelitian dan 
Pengembangan Kesehatan – Kementerian 
Kesehatan Republik Indonesia dari bulan 
Maret-Desember 2010. 
 
Superovulasi dan Produksi Blastosis 
Produksi blastosis menggunakan 
mencit betina dan jantan strain Swiss 
Webster berumur tujuh minggu dengan 
pemberian pakan dan minum secara ad 
libitum. Sinkronisasi dan superovulasi 
dilakukan pada 10 ekor mencit betina. 
Mencit betina yang menunjukkan vagina 
plug dilakukan euthanasia menggunakan 
eter empat hari kemudian.
3
 Pembedahan 
pada bagian abdomen dan dilakukan 
isolasi uterus. Uterus yang telah diisolasi 
dimasukkan ke dalam medium  phosphate 
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buffer saline tanpa serum (PBS(-)). 
Koleksi blastosis dilakukan dengan 
membilas bagian dalam uterus, 
menggunakan syringe 1 cc 27 G dengan 
PBS di bawah mikroskop stereo. 
 
Isolasi Inner Cell Mass (ICM) dengan 
immunosurgery 
Embrio tahap blastosis dimasukkan 
dalam drop PBS 10% fetal bovine serum 
(FBS) sebanyak 2 kali, kemudian dicuci 
dalam PBS (-) sebelum dimasukkan dalam 
larutan pronase 0,25%. Pronase akan 
mendegradasi protein zona pellucida (ZP) 
pada blastosis. Inaktivasi pronase Blastosis 
tanpa ZP dicuci dalam PBS 10% FBS. 
Blastosis tanpa ZP dicuci dalam 
PBS (-), selanjutnya dipaparkan dalam 
drop rabbit antimouse serum selama 60 
menit dalam inkubator dengan 5% CO2 
dan suhu 37
0
C. Blastosis tanpa ZP 
kemudian dicuci dalam PBS (-) 1 kali 
selanjutnya dimasukkan dalam komplemen 
dari guinea pig selama 30 menit pada suhu 
ruang untuk melisiskan sel-sel 
trofoblasnya.
3
 Setiap 5 menit diamati 
untuk menghindari lisisnya ICM pada saat 
pemaparan komplemen. Hasilnya adalah 
ICM yang terbebas dari trofoblas.  
 
Kultur Inner Cell Mass (ICM)  
Inner Cell Mass (ICM) dikultur dalam 
cawan dengan dasar gelatin 1% dan 
diinkubasi dengan aliran 5% CO2, suhu 
37
0
C. Medium kultur yang digunakan 
DMEM high-glucose yang disuplementasi 
dengan fetal bovine serum 20% (FBS, 
Sigma), natrium bikarbonat 3.7g/l (Sigma), 
L-glutamine, non-essential amino acids 
1% (Sigma), mercaptoethanol 0.1mM 
(Sigma), leukemia inhibitory factor 10ng 
(LIF, Sigma), basic fibroblast growth 
factor 20 ng/ml (Sigma), dan  gentamicin 
50 µg/ml (Sigma). Penggantian medium 
kultur ICM dilakukan setiap dua hari.
3
  
 
Analisis Data 
Pengamatan dilakukan secara 
mikroskopis dan disajikan secara 
deskriptif.  Tingkat perlekatan ICM 
(attachment rate/AR) diukur pada hari 
pertama dan kedua kultur. AR adalah 
jumlah ICM yang melekat pada cawan 
dibagi jumlah ICM yang dikultur. 
Pengamatan untuk mendapatkan tingkat 
pembentukan koloni primer ESC (primary 
colony/PC) dilakukan setelah tujuh hari 
kultur. PC adalah jumlah ICM yang 
berkembang menjadi koloni primer ESC 
dibagi jumlah ICM yang melekat pada 
cawan.  
 
Hasil  
Sebanyak 75 buah embrio tahap 
blastosis dengan rongga blastoesol 
dilakukan isolasi untuk memperoleh ICM. 
Blastosis dengan grade A dan B 
mempunyai ciri-ciri adanya rongga 
blastoesol, trofoblast dan zona pelusida 
yang utuh. Isolasi ICM dari blastosis 
dilakukan dengan menggunakan metode 
immunosurgery sehingga diperoleh 70 
ICM yang bebas dari sel-sel trofoblast 
(Gambar 1).  
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Keterangan : (A) blastosis dengan zona pelusida (ZP), (B) blastosis tanpa ZP setelah diinkubasi 
dengan protease 0,25%, (C) blastosis setelah dipaparkan dengan complement, (D) ICM yang telah 
terpisah dari trofoblas, (E) ICM dengan sisa sel trofoblas, (F) ICM. B: blastoesol, T: trofoblast  Bar: 
50µm 
 
Gambar 1. Proses Isolasi Inner Cell Mass (ICM) dengan Metode Immunosurgery.  
 
 
 
Inner cell mass (ICM) yang diperoleh 
dari metode isolasi dikultur dalam 
inkubator untuk memperoleh koloni 
primer ESC selama 7 hari. Koloni primer 
ESC dipasase dan dikultur kembali secara 
berulang untuk memperoleh ESC line 
(Gambar 2).  Sebanyak 70 buah ICM 
dikultur dan 55 buah ICM yang mampu 
melekat pada dasar cawan dan 
berkembang menjadi koloni primer setelah 
7 hari kultur dengan persentase yang tinggi 
(Tabel 1). 
 
 
Tabel 1. Persentase Attachment 
 
Rate (AR)  dan Primary Colony (PC) dari ICM 
 
Pengamatan N Persentase (%) Keterangan 
Attachment rate/AR (%) 70 55/70 (78,57) ICM yang melekat 
Primary Colony/PC (%) 45 32/45 (71,00) 
 
ICM melekat dan menjadi 
koloni primer 
 
 
Koloni primer ESC dapat 
berkembang menjadi ESC line. ESC line 
mengalami diferensiasi secara spontan 
setelah mengalami pasase ke 10 (70 hari 
kultur). Diferensiasi spontan ESC 
ditunjukkan dengan adanya perubahan 
morfologi sel dan koloni (Gambar 3). 
 
A B C 
D 
E F 
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Keterangan : Koloni ESC yang dikultur menggunakan gelatin 1% sebagai coating dish koloni ESC 
yang berbentuk flat dengan batas yang jelas, (B) koloni  ESC dengan jumlah sel banyak dan 
menumpuk (C) koloni ESC yang mengalami diferensiasi spontan membentuk sel coblestone-like, (D) 
diferensiasi koloni ESC  membentuk embryoid body (EB). Bar : 50µm. 
 
Gambar 3. Morfologi Koloni ESC  
 
 
Pembahasan 
Metode immunosurgery dalam isolasi 
Inner Cell Mass (ICM)  
Penelitian ini menunjukkan bahwa 
metode immunosurgery merupakan 
metode yang efektif untuk isolasi ICM dari 
embrio tahap blastosis (Gambar 1). Namun 
kegagalan isolasi juga dapat terjadi 
disebabkan oleh kualitas embrio blastosis 
serta kualitas antibodi dan komplemen 
yang digunakan.
3
  
Kualitas embrio yang mengalami 
kerusakan pada ikatan antar sel akan dapat 
menjadi celah masuknya antibodi ke dalam 
rongga blastosol sehingga mampu 
berikatan dengan ICM. ICM yang 
mengikat antibodi akan berikatan dengan 
complement pada saat pemaparan 
complement, kemudian ICM lisis seperti 
sel trofoblast. Kerusakan embrio dapat 
terjadi saat poses handling pencucian atau 
pada saat penghilangan zona pelusida.
3 
 
Antibodi dan komplemen merupakan 
enzim proteolitik yang befungsi melisiskan 
sel-sel trofoblast yang mengelilingi ICM. 
Aktifitas enzim sangat ditentukan oleh 
kualitas enzim tersebut, sehingga 
penyimpanan dan penggunaan enzim 
sangat mempengaruhi efektifitas dari kerja 
enzim. 
Keberhasilan isolasi ICM yang 
menggunakan blastosis mencit dan murine 
dengan metode microsurgical dengan/ 
tanpa laser sangat beragam, yang menjadi 
A B 
C D 
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salah satu penentu keberhasilan adalah 
operator, karena penguasaan teknik pada 
metode ini membutuhkan keterampilan 
dan kecepatan operator.3,5
 
Metode ini 
membutuhkan berbagai peralatan yang 
mahal, seperti mikromanipulator untuk 
handling embrio blastosis, sehingga tidak 
semua laboratorium dapat melakukan 
metode tersebut.3  
Sedangkan pada metode enzimatik 
waktu yang tepat untuk menghentikan 
proses degradasi sel-sel trofoblast sangat 
penting karena pada saat proses tersebut 
sel-sel pembentuk ICM yang jumlahnya 
sedikit akan ikut terdegradasi oleh enzim 
yang digunakan.
3
 Secara teknik, metode 
isolasi enzimatik dan immunusurgery 
merupakan meode yang mudah dan cepat 
dalam aplikasinya, namun penggunaan 
bahan asal hewan (xeno-component) yang 
digunakan dalam kedua metode ini 
menjadi salah satu kendala dalam 
pemanfaatan untuk aplikasi klinis.9 Tetapi 
saat ini metode immunosurgery merupakan 
metode isolasi ICM dari embrio blastosis 
dalam jumlah banyak yang paling efektif.
3 
Perkembangan Inner Cell Mass (ICM) 
menjadi Embryonic Stem Cell (ESC) line 
Persentase AR dalam penelitian ini 
lebih rendah dibandingkan hasil penelitian 
lain, namun untuk persentase PC dalam 
penelitian ini lebih tinggi dibandingkan 
dengan hasil yang dilaporkan oleh 
Tanaka.2,4 Perkembangan ICM menjadi 
koloni primer ESC sangat dipengaruhi 
oleh faktor eksternal dan internal. Faktor 
ekternal seperti kondisi lingkungan yaitu 
kondisi kultur in vitro yang meliputi suhu, 
pH, pengunaan asam amino serta faktor 
pertumbuhan dalam medium kultur. Selain 
itu masih adanya sel-sel trofoblas saat 
kultur ICM juga dapat menghambat 
proliferasi ICM.2 Sedangkan faktor internal 
yang paling dominan adalah kualitas 
embrio yang diperoleh serta proses isolasi 
ICM. 
 
 Sub koloni ESC merupakan ‘social’ 
sel sehingga dalam perkembangannya 
membutuhkan interaksi antar sel maupun 
sel dengan lingkungan. Kerusakan protein-
protein penyusun struktur ektraseluler 
ICM seperti gap junction dan molekul 
adhesi (extraceluler matrix/ECM) dapat 
menurunkan AR dan PC.10 Kerusakan 
tersebut mungkin terjadi pada saat proses 
isolasi, paparan enzim proteolitik dalam 
waktu tertentu dapat merusak protein 
penyusun gap junction dan ECM. Untuk 
mengatasi permasalahan rendahnya AR 
pada ICM dapat dilakukan dengan 
menggunakan matriks ekstraseluler seperti 
gelatin atau polilysin serta sel fibroblast 
sebagai feeder layer.13,14 Hal ini diharapkan 
dengan adanya peningkatan AR dan PC 
pada ICM maka meningkat juga 
keberhasilan terbentuknya ESC line.  
Feeder layer merupakan sel yang 
mampu mensekresikan berbagai faktor 
pertumbuhan (growth factor), sehingga 
penggunaan sel ini diharapakan dapat  
menjaga sifat pluripotensi dan 
mengoptimalkan proliferasi ESC ESC line. 
Sel yang digunakan sebagai feeder layer 
dapat diperoleh dari mouse embryonic 
fibroblast (MEF).8 Namun untuk 
memperoleh ESC yang tidak mengandung 
bahan asal hewan (xeno-free medium) 
maka penggunaan human foreskin, gelatin, 
produk dari tanaman dan serum 
replacement (SR) dapat digunakan pada 
produksi ESC manusia. Pada xeno-free 
medium, ESC mampu berproliferasi, 
menunjukkan viabilitas yang tinggi, 
mengekspresikan marker pluripotensi serta 
memiliki kariotipe kromosom yang 
normal.15,16,17,18  
Pada penelitian ini medium kultur 
ditambahkan serum dan faktor 
pertumbuhan LIF untuk menjaga 
pluripotensi ESC line. Pada ESC mencit 
LIF merupakan sitokin anggota interleukin 
6 (IL-6) yang akan mengaktifasi signal 
transducer and activator of trnscriotion-3 
(STAT3) sebagai faktor transkripsi dari 
gen yang berperan dalam proliferasi dan 
pluripotensi.16,20,21 Sifat pluripotensi dapat 
diamati dengan menggunakan berbagai 
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ekspresi marker gen Oct-4, Sox2, Nanog, 
SSEA-3 dan SSEA-4.18 Secara morfologi 
pembentukan Embryoid body (EB) dapat 
digunakan menjadi salah satu indikasi sifat 
pluripotensi ESC line.
 
EB inilah yang 
selanjutnya dapat berdiferensiasi menjadi 
beberapa tipe sel baik dari derivat 
ektoderm, mesoderm dan endoderm.
iii 
Keberhasilan dalam melakukan isolasi 
ICM, kultur ICM dan memperoleh ESC 
line membuka peluang terhadap produksi 
berbagai tipe sel secara in vitro. 
 
Kesimpulan  
Penelitian ini menunjukkan bahwa 
metode immunosurgery merupakan meto-
de yang efektif untuk isolasi ICM dari 
embrio tahap blatosis. 
 
Saran 
Metode immunosurgery dapat digu-
nakan untuk isolasi ICM dari embrio 
blastosis mencit dalam memproduksi ESC. 
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